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Abstrak
Latar Belakang: Satu diantara bakteri patogen penyebab diare yaitu
Shigella. Tanaman obat yang sering digunakan sebagai obat tradisional
untuk menyembuhkan diare adalah pare (Momordica charantia L.) yang
diketahui memiliki aktivitas sebagai antibakteri. Bakteri endofit adalah
bakteri yang hidup dalam jaringan tanaman inangnya tanpa menimbulkan
kerugian pada tanaman yang ditinggalinya. Tujuan: Untuk mengetahui
karakter bakteri endofit daun pare yang memiliki aktivitas antibakteri paling
tinggi terhadap Shigella flexneri. Metode Penelitian: Metode yang
digunakan yaitu deskriptif-eksploratif dimana bakteri endofit dari daun
pare ditumbuhkan pada media pertumbuhan. Uji aktivitas antibakteri isolat
bakteri endofit menggunakan metode difusi cakram. Karakterisasi bakteri
endofit dilakukan dengan pengamatan karakter morfologi koloni, morfologi
sel dan uji biokimia. Hasil: Diperoleh 27 dari 32 isolat bakteri endofit
memiliki potensi antibakteri terhadap S. flexneri dengan aktivitas berkisar
antara 0,85 mm – 21,65 mm dan isolat nomor 3, 21, 22 memiliki nilai zona
hambat paling tinggi. Kesimpulan: Tiga isolat bakteri endofit dengan nilai
zona hambat tertinggi memiliki kemiripan dengan genus Acetobacter.
Kata Kunci: Momordica charantia L., Bakteri Endofit, Shigella flexneri,
Acetobacter.
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CHARACTERIZATION OF ENDOPHYTES BACTERIA FROM BITTER
GOURD LEAVES (Momordica charantia L.) WHICH HAVE
ANTIBACTERIAL ACTIVITY AGAINTS Shigella flexneri
Bambang A Rahmadani1, Mahyarudin2, Diana Natalia3
Abstract
Background: One of pathogenic bacteria that cause diarrhea is Shigella.
Medicinal plants are often use as a traditional medicine to treat diarrhea is
pare (Momordica charantia L.) that is known to have activity as
antibacterial. Endophytes bacteria are bacteria that lives in the tissues of
their host plants without causing harm to the plants where they live.
Objective: To know the character of endophytes bacteria from pare
leaves which has the highest antibacterial activity against S. flexneri.
Methods: The method is use descriptive-explorative where endophytic
bacteria from pare leaves grown on growth media. The antibacterial
activity test of endophytic bacteria isolate use disc diffusion method.
Characterization of endophytic bacteria is performed by observing
characters of colony morphology, cell morphology and biochemical tests.
Results: A total of 27 from 32 endophytic bacteria isolate have a potential
as antibacterial against S. flexneri with activities range between 0.85 mm -
21.65 mm and isolate number 3, 21, 22 have the highest inhibites zone.
Conclusion: Three isolate of endophytic bacteria with the highest
inhibitory zone are similar to the genus of Acetobacter.
Key Words: Momordica charantia L., Endophytic Bacteria , Shigella
flexneri, Acetobacter.
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1PENDAHULUAN
Setiap tahun 3,5 juta anak dibawah usia 5 tahun meninggal dunia
akibat diare dan banyak terjadi di Afrika, Asia dan Amerika. Satu diantara
bakteri patogen yang menyebabkan diare yaitu Shigella.1 Berdasarkan
survei oleh Center for Disease Control and Prevention (CDC), Shigella
flexneri dan Shigella boydii merupakan penyebab paling banyak dari
penyakit infeksi Shigella di Amerika Serikat.2 Prevalensi diare di Indonesia
untuk seluruh kelompok umur pada tahun 2013 adalah 3,5 %.
Berdasarkan profil kesehatan provinsi Kalimantan Barat pada tahun 2012
jumlah kasus diare menurut kelompok umur berjumlah 98.075.3
Satu diantara tanaman obat yang sering digunakan sebagai obat
tradisional untuk mengatasi diare adalah pare (Momordica charantia L.).
Daun pare mengandung  senyawa  kimia  seperti tanin,  flavonoid,
saponin, triterpenoid, dan  alkaloid. Tanaman pare dapat tumbuh liar atau
dibudidayakan sehingga masyarakat sering menggunakannya sebagai
obat karena memiliki senyawa aktif yang bersifat antibakteri.4-7 Costa et
al4 menyatakan bahwa ekstrak tanaman pare 32 µg/mL memiliki aktivitas
antibakteri terhadap E. coli dan penelitian oleh Mwabete10 dengan
menggunakan ekstrak  metanol buah dan daun pare dengan konsentrasi
antara 0,075-1 mg/µL  mampu menghambat E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, S. typhi, K. pneumoniae dan C. Albicans.8
Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup dalam jaringan tanaman
inangnya tanpa menimbulkan kerugian pada tanaman yang ditinggalinya.
Beberapa jenis bakteri endofit diketahui memiliki kemampuan untuk
menghasilkan senyawa aktif yang bersifat antibiotik, antimalaria dan
antifungi.9-12 Berdasarkan penjelasan diatas, isolasi bakteri endofit dari
daun pare diperkirakan dapat menghasilkan metabolit yang memiliki sifat
antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh informasi mengenai
karakter bakteri endofit yang memiliki aktivitas antibakteri dari daun pare
yang memiliki kandungan senyawa aktif bersifat antibakteri.
2METODE
Metode yang digunakan yaitu deskriptif-eksploratif dengan tahapan
sebagai berikut:
Pengambilan dan Determinasi Daun Pare
Daun pare didapatkan di Jalan Sekunder C Gang Taruna 3 Rasau
Jaya Kabupaten Kubu Raya dan determinasi daun pare dilakukan di
Laboratorium Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
(FMIPA) Universitas Tanjungpura.
Sterilisasi dan Konfirmasi Permukaan Daun
Daun pare yang telah dikumpulkan, dicuci dibawah air mengalir
selama 10 menit kemudian direndam dalam alkohol 70% selama 1 menit.
Selanjutnya daun dicelupkan pada larutan NaOCL 1% selama 5 menit
setelah itu dicelupkan lagi ke dalam alkohol 70% selama 30 detik dan
dibilas menggunakan aquades steril selama 1 menit proses ini diulang dua
kali. Aquades bilasan terakhir diambil sebanyak 100 µL dan diinokulasikan
pada medium NA dengan menggunakan metode cawan sebar (spread
plate) dan diinkubasikan selama 48 jam apabila pada media NA tidak
terdapat pertumbuhan koloni berarti sterilisasi permukaan daun berhasil.13
Isolasi, Pemurnian dan Subkultur Bakteri Endofit
Daun pare selanjutnya dipotong kecil-kecil dengan ukuran 2 x 2 cm2
dan diinokulasikan selama 24-48 jam pada media NA yang telah
ditambahkan antijamur yaitu nistatin 30ug/mL. Satu cawan petri cukup
diisi tiga sampai empat potongan daun.14 Bakteri yang tumbuh pada
media NA dikelompokkan berdasarkan morfologi koloni yang sama seperti
bentuk, warna, ketinggian dan tepi koloni.15
Pengujian Potensi Antibakteri Isolat Bakteri Endofit Terhadap
Shigella flexneri
Isolat bakteri endofit diinokulasikan pada media NB dan diinkubasi
selama 2-3 hari. Setelah itu dilakukan pengadukan menggunakan vortex
3hingga isolat bakteri endofit homogen yang bertujuan untuk mengeluarkan
senyawa metabolit yang terkandung pada isolat bakteri endofit.17,18 Bakteri
S. flexneri yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari Balai
Laboratorium Kesehatan (BLK) Yogyakarta. Suspensi bakteri uji dan isolat
bakteri endofit disetarakan dengan standar Mc Farland 0,5 dan dilihat
kekeruhan nya yang setara dengan 1,5x108 sel bakteri/mL. Kontrol positif
dan kontrol negatif yang digunakan adalah siprofloksasin 5 µg/disk16 dan
akuades.
Isolat bakteri endofit yang memiliki potensi tertinggi sebagai
antibakteri dilakukan dengan metode difusi cakram (disc diffusion
methods). Setelah itu, cakram yang berisi isolat bakteri endofit diletakkan
pada permukaan media MHA yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji,
kemudian diinkubasi selama 24 jam diamati ada atau tidaknya zona
bening yang terbentuk.17 Zona bening yang terbentuk di sekitar cakram
kertas saring diukur diameter vertikal dan diameter horizontalnya dengan
satuan milimeter (mm) menggunakan jangka sorong.19 Klasifikasi respon
zona bening pertumbuhan dapat dilihat pada tabel 1.1
Tabel 1.1 Klasifikasi Respon Hambatan Pertumbuhan20
Diameter Zona Bening (mm) Interpretasi
0 Tidak memiliki aktivitas antibakteri
1,4 - 6,2 Lemah
6,3 – 10,3 Sedang
10,4 – 26,8 Kuat
>26,8 Sangat Kuat
Identifikasi Bakteri Endofit yang Memiliki Aktivitas Antibakteri
terhadap S. flexneri
Identifikasi bakteri endofit dapat dilakukan pertama pengamatan
terhadap morfologi koloni seperti bentuk, tepi, warna dan permukaan
koloni. Kedua, pengamatan morfologi sel dengan pewarnaan gram15 dan
ketiga uji aktivitas biokimia seperti uji kebutuhan oksigen, uji oksidase, uji
katalase, uji fermentasi karbohidrat, uji urease, uji triple sugar iron agar, uji
4indol, uji simmon sitrat agar, uji motilitas dan uji oksidasi-fermentasi (O-
F).15,21
HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Pengambilan dan Determinasi Daun Pare (M. charantia L.)
Daun pare didapatkan di Jalan Sekunder C Gang Taruna 3, Rasau
Jaya, Kabupaten Kubu Raya. Hasil determinasi menunjukkan bahwa
sampel daun pare yang diambil adalah tumbuhan dari famili
Cucurbitaceae, genus Momordica dan spesies Momordica charantia L.
Hasil Sterilisasi dan Konfirmasi Permukaan Daun
Hasil sterilisasi permukaan daun pare yang telah dicuci dan
diinkubasi selama 48 jam didapatkan 3 cawan petri yang berisi potongan
daun pare didapatkan pertumbuhan bakteri di media NA dan 4 cawan petri
konfirmasi yang berisi air bilasan terakhir dari proses pencucian tidak
terdapat pertumbuhan bakteri di media NA membuktikan bahwa bakteri
yang tumbuh disekitar daun merupakan bakteri endofit dan sterilisasi
permukaan daun berhasil. Hasil isolasi daun pare dan konfirmasi daun
pare dapat dilihat pada gambar 1.1
Gambar 1.1 Sterilisasi permukaan daun pare: a. Isolasi daun 1, b. Isolasi




5Hasil Isolasi, Pemurnian dan Subkultur Bakteri Endofit
Berdasarkan pengamatan morfologi koloni seperti bentuk, warna,
permukaan dan tepi koloni didapatkan sebanyak 32 isolat bakteri endofit
dari daun pare. Karakter morfologi koloni isolat bakteri endofit daun pare
dapat dilihat pada tabel 1.2
Hasil Pengujian Potensi Antibakteri Isolat Bakteri Endofit Terhadap
Shigella flexneri
Hasil uji aktivitas bakteri endofit dilakukan dengan metode difusi
cakram dan didapatkan sebanyak 27 isolat bakteri endofit memiliki
aktivitas terhadap S. flexneri dengan nilai zona hambat antara 0,85 mm -
21,65 mm. Hasil dari pengukuran diameter zona hambat ditunjukkan pada
tabel 1.2 dan gambar aktivitas zona hambat dapat dilihat pada gambar 1.2
Gambar 1.2 Aktivitas zona hambat isolat bakteri endofit terhadap
bakteri uji S. flexneri: a. Isolat 3, b. Isolat 21, c. Isolat 22
a cb
6Tabel 1.2 Morfologi Koloni dan Diameter Zona Hambat Isolat Bakteri Endofit





Isolat 1 Putih Bulat Halus Konveks - -
Isolat 2 Putih Bulat Bercabang Berbukit 5,9 Lemah
Isolat 3 Putih Bulat
Memancar
Ireguler Berbukit 21,4 Kuat
Isolat 4 Kuning Bulat Halus Datar 3,1 Lemah
Isolat 5 Putih Bulat Bercabang Berbukit 2,35 Lemah
Isolat 6 Kuning Bulat Halus Konveks 16,2 Kuat
Isolat 7 Kuning Berkerut Benang Bukit 8,85 Sedang
Isolat 8 Putih Filamen Bercabang Berbukit 11,45 Kuat
Isolat 9 Kuning Bulat Halus Menaik 5,55 Lemah
Isolat 10 Putih Bulat Bergelombang Menaik 3,6 Lemah
Isolat 11 Putih Filamen Bercabang Bergelombang 15,8 Kuat
Isolat 12 Putih Bulat Halus Bukit 3,35 Lemah
Isolat 13 Bening Filamen Bercabang Berbukit 1,1 Lemah
Isolat 14 Kuning Berkerut Benang Bukit - -
Isolat 15 Kuning Bulat Halus Konveks - -
Isolat 16 Kuning Filamen Benang Konveks 0,85 Lemah
Isolat 17 Kuning Berkerut Benang Bukit 2 Lemah
Isolat 18 Putih Bulat Ireguler Datar 2,3 Lemah
Isolat 19 Putih Filamen Bercabang Berbukit 3,55 Lemah
Isolat 20 Kuning Kompleks Kuncir Rambut Berbukit 1,55 Lemah
Isolat 21 Putih Bulat Halus Konveks 21,65 Kuat
Isolat 22 Putih Bulat
Memancar
Bergelombang Berbukit 20,75 Kuat
Isolat 23 Putih Bulat Bergelombang Konveks 5,55 Lemah
Isolat 24 Putih Bulat
Memancar
Bergelombang Berbukit 3,5 Lemah
Isolat 25 Putih Ireguler Bergelombang Berbukit 4,7 Lemah
Isolat 26 Bening Bulat Halus Menaik 2,55 Lemah
Isolat 27 Kuning Bulat Benang Berbukit - -
Isolat 28 Putih Bulat Bergelombang Menaik 5 Sedang
Isolat 29 Putih Bulat Bercabang Berbukit - -
Isolat 30 Putih Bulat Halus Berbukit 2,75 Lemah
Isolat 31 Kuning Kompleks Ireguler Bergelombang 7,5 Sedang
Isolat 32 Kuning Kompleks Ireguler Berbukit 7,2 Sedang
7Hasil Identifikasi Bakteri Endofit
Identifikasi bakteri endofit meliputi pengamatan terhadap morfologi
koloni, morfologi sel dan uji biokimia yang dilakukan di Unit Laboratorium
Kesehatan Dinas Kesehatan Propinsi Kalimantan Barat ini meliputi uji
kebutuhan oksigen, uji oksidase, uji katalase, uji fermentasi karbohidrat,
uji urease, uji indol, uji simon sitrat, uji motilitas, uji glukosa OF dan uji KIA.
Hasil uji biokimia dilakukan pada isolat bakteri endofit yang memiliki nilai
zona hambat yang paling tinggi terhadap S. flexneri yaitu isolat bakteri
endofit nomor 3, 21 dan 22 yang ketiganya merupakan bakteri anaerob
fakultatif, oksidase negatif, katalase lemah, non fermentatif glukosa OF
dan uji KIA menunjukkan non fermentatif serta memiliki kesamaan dengan
bakteri dari genera Acetobacter. Hasil pewarnaan gram dapat dilihat pada
gambar 1.3 dan hasil uji biokimia dapat dilihat pada tabel 1.3
Gambar 1.3 Pewarnaan gram isolat bakteri endofit: a. Isolat 3, b.
Isolat 21, c. Isolat 22
cba
8Tabel 1.3 Uji Biokimia Isolat Bakteri Endofit nomor 3, 21 dan 22
Karakter morfologi









b. Elevasi Berbukit Konveks Berbukit Cembung
c. Tepian Ireguler Halus Bergelomb
ang
d. Warna Putih Putih Putih Putih
Morfologi Sel :








Fakultatif Fakultatif Fakultatif Aerob/
fakultatif
b. Oksidase - - - +/-
c. Katalase d d d +
d.Fermentasi
Karbohidrat :
1. Glukosa - - - -
2. Laktosa - - - -
3. Manitol - - - -
4. Maltosa - - - -
5. Sukrosa - - - -
e. Urease - - - -
f. Indol - - - -
g. Simon Sitrate - - - -
h. Motilitas - - - +/-
i. Glukosa OF NF NF NF NF
j. KIA/TSIA NF NF NF K/NF
Keterangan :
K = Kalis
NF = Non Fermentatif
d = + (Lemah)
F = Fermentatif
9Pembahasan
Pengambilan Daun Pare (M. charantia L.)
Daun pare yang diambil merupakan daun yang masih segar, tidak
layu dan tidak menunjukan adanya gejala penyakit dan daun diambil pada
bagian bawah pucuk, daun bagian tengah dan daun bagian bawah
dengan tujuan untuk mendapatkan bakteri endofit yang lebih banyak dan
beraneka ragam.22 Bakteri endofit hidup di dalam jaringan vaskular
tumbuhan yang sehat tanpa menyebabkan efek negatif pada inangnya.
Hubungan simbiosis mutualisme antara bakteri dan tumbuhan
memungkinkan bakteri menghasilkan senyawa bioaktif yang sama seperti
terkandung di dalam tumbuhan inangnya.23
Sterilisasi dan Konfirmasi Permukaan Daun
Sterilisasi permukaan daun pare menggunakan alkohol 70% dan
larutan NaOCl 1% yang berfungsi untuk mendenaturasikan protein dan
melarutkan lemak pada membran protein sehingga akan merusak sel
mikrob yang terdapat pada permukaan daun, mengganggu transportasi
cairan ke dalam dan keluar sel sehingga membuat sel mikrob menjadi lisis
dan mengoksidasi gugus sulfhidril yang secara ireversibel akan
mengganggu reaksi enzimatis pada metabolisme mikroorganisme.24,25
Hasil penelitian didapatkan 3 cawan petri untuk isolasi daun terdapat
pertumbuhan bakteri di sekitar daun dan tidak didapatkan pertumbuhan
bakteri pada cawan petri konfirmasi. Hal ini sesuai dengan penelitian
sebelumnya yang mengatakan jika tidak ditemukan pertumbuhan bakteri
pada cawan petri konfirmasi maka bakteri hasil isolasi yang tumbuh pada
cawan petri isolasi daun tersebut adalah bakteri endofit.13
Isolasi, Pemurnian dan Subkultur Bakteri Endofit
Isolasi merupakan proses untuk memisahkan mikrob dari lingkungan
di alam dan menumbuhkannya dalam suatu media pertumbuhan.
Morfologi koloni bakteri endofit yang berbeda pada satu media NA
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merupakan isolat yang berbeda, namun jika morfologi koloni bakteri
endofit yang tumbuh di media NA yang secara makroskopis sama maka
dianggap isolat yang sama. Pemurnian isolat bakteri endofit ini bertujuan
untuk memisahkan koloni yang berlainan yang tumbuh pada daun dengan
tujuan isolat bakteri endofit yang didapatkan benar-benar murni karena
berasal dari satu sel yang membelah.26,27 Berdasarkan hasil isolasi,
pemurnian dan subkultur bakteri endofit telah didapatkan sebanyak 32
isolat bakteri endofit dari daun pare pada media NA.
Pengujian Potensi Antibakteri Isolat Bakteri Endofit Terhadap
Shigella flexneri
Pengujian zat antibakteri terhadap bakteri patogen dilakukan pada
keadaan fase aktif pembelahan sel dengan laju yang konstan atau yang
disebut dengan fase eksponensial. Selanjutnya adalah fase stasioner
yang merupakan fase dimana pertumbuhan bakteri berhenti dan terjadi
keseimbangan antara jumlah sel yang membelah dengan jumlah sel yang
mati.28 Suspensi bakteri uji dan isolat bakteri endofit disamakan
kepadatannya dengan larutan standar Mc Farland adalah untuk
mendapatkan kepadatan bakteri uji dan isolat bakteri endofit yang sama.29
Hasil uji aktivitas antibakteri terdapat 27 isolat bakteri endofit yang
mampu menghasilkan zona hambat dapat dikarenakan kandungan
metabolit sekunder dalam isolat bakteri endofit tersebut dan penyerapan
nutrien yang lebih banyak akan membuat bakteri endofit menghasilkan
metabolit sekunder yang lebih banyak juga. Selain itu, perbedaan hasil ini
dapat disebabkan oleh senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam isolat bakteri endofit tidak tersaring dalam pelarut air sehingga tidak
mampu menghambat pertumbuhan bakteri uji.30 Isolat bakteri endofit yang
memiliki zona hambat terbesar yaitu isolat nomor 3 sebesar 21,4 mm,
isolat nomor 21 sebesar 21,65 mm dan isolat nomor 22 sebesar 20,75
mm.
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Kemampuan difusi senyawa antibakteri dari cakram ke media yang
berisi bakteri patogen berpengaruh terhadap nilai zona yang terbentuk,
diduga disebabkan oleh metabolit yang dihasilkan oleh isolat bakteri
endofit. Semakin tinggi konsentrasi antibakteri yang dihasilkan maka
semakin tinggi pula daya hambatnya yang ditunjukkan oleh kecilnya
pertumbuhan koloni bakteri patogen.31
Identifikasi Bakteri Endofit yang Memiliki Aktivitas Antibakteri
terhadap Shigella flexneri
Berdasarkan pengamatan morfologi koloni, morfologi sel dan uji
biokimia yang telah dilakukan pada isolat bakteri endofit nomor 3, 21 dan
22 bahwa ketiganya memiliki kesamaan karakteristik setelah diujikan
terhadap S. flexneri. Menurut buku kunci determinasi dari Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology ketiga isolat bakteri endofit tersebut
memiliki kemiripan dengan bakteri dari genera Acetobacter. Bakteri
Acetobacter memiliki karakter koloni berbentuk elipsoid hingga batang
dengan warna pucat (putih hingga kuning). Sel bakteri ini berbentuk
elipsoid atau batang dan termasuk bakteri gram negatif, motil/nonmotil,
dan aerob fakultatif. Bakteri ini mampu menghasilkan enzim katalase,
enzim oksidase negatif/positif, indol negatif.32
Bakteri Acetobacter dapat ditemukan pada bunga, buah, makanan
yang difermentasi seperti anggur palem, bubuk biji coklat, cuka anggur
dan nata de coco.33 Genera Acetobacter memiliki kemampuan untuk
mengubah senyawa etanol menjadi asam asetat yang ditandai dengan
adanya oksigen. Konsentrasi asam asetat yang kuat mampu menurunkan
pH lingkungan dan menekan pertumbuhan bakteri Shigella sp.34 Asam
asetat diketahui karena sifatnya yang sitotoksik yang dapat mengganggu
pertumbuhan dan pembentukan produk pada konsentrasi dibawah 5ug/L.
Efek toksik ini berhubungan dengan sifat lipofilik yang lemah dari asam
yang tidak terdisosiasi dan memungkinkan molekul tersebut untuk
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melintasi membran plasma sehingga akan meningkatkan konsentrasi
asam asetat dan bersifat racun terhadap sel itu sendiri.35
Hasil tersebut sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh In et al36
bahwa asam asetat yang terkandung dalam buah-buahan dan makanan
hasil fermentasi mampu menghambat pertumbuhan bakteri Shigella sp.
dengan konsentrasi hambat minimal adalah 200 ppm dan 300 ppm.
Penelitian yang dilakukan oleh Verdian37 menunjukkan hasil isolasi bakteri
endofit dari daun cengkodok (Melastoma malabathricum L.) mampu
menghambat bakteri S. flexneri dengan nilai zona hambat paling tinggi
yaitu 15,2 mm.
KESIMPULAN
Berdasarkan hasil dan pembahasan dari penelitian yang telah
dilakukan, dapat disimpulkan bahwa tiga isolat bakteri endofit nomor 3, 21
dan 22 dengan nilai zona hambat tertinggi memiliki kemiripan dengan
genera Acetobacter. Adapun saran untuk penelitian selanjutnya yaitu
dapat menggunakan bagian lain dari tanaman pare seperti buah dan
bunga untuk mendapatkan jenis bakteri endofit yang lain dan perlu
dilakukan isolasi senyawa metabolit sekunder dari bakteri endofit.
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